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Abstract
One of natural ingredient that is often used as a medicinal plant is betel leaf (Piper betle L).
Streptococcus mutans is a gram-positive bacteria and normal flora of the oral cavity. Dental caries is a
disease that is localized dental hard tissue damage that occurs due to the interaction between the host
(teeth), bacteria, substrate (diet), and time. The purpose of this study was to determine the effectiveness of
antibacterial fraction of betel leaf (Piper betle L) againt Streptococcus mutans bacterial growth in vitro. This
research includes laboratory experimental study in vitro. The samples were bacterium Streptococcus
mutans. Fraction of betel leaf samples were divided in 6 concentration, 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25
mg/ml, 0,625 mg/ml, 0,3125 mg/ml with a comparison of ciprofloxacin. Analyze data using homogeneity
test using Levene test/Smirnov Kolmogorof,  T test , Anova and post thoc, all analyzes using SPSS . The
results of this study showed that the active fraction is N-hexane. N-hexane fraction had a MIC value of
1,25 mg/ml against Streptococcus mutans bacteria. Class of active compounds are contained phenol.
Based on the results of statistical tests ciprofloxacin was more effective when compared with N-hexane
fraction of the bacteria Streptococcus mutans with p value < 0.05
Keywords : Streptococcus mutans , betel leaf (Piper betle L), experimental studies, in vitro.
Abstrak
Salah satu bahan alam yang sering digunakan sebagai tanaman obat adalah daun sirih (Piper
betle L ). Streptococcus mutans adalah bakteri gram positif dan merupakan flora normal rongga mulut.
Karies gigi merupakan penyakit gigi terlokalisir yang merusak jaringan keras gigi yang terjadi karena
adanya interaksi antara host (gigi), bakteri, substrat (diet), dan waktu. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui efektivitas antibakteri fraksi daun sirih (Piper betle L) terhadap pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans secara in vitro.Penelitian ini termasuk penelitian eksperimental laboratoris in vitro.
Sampel penelitian adalah bakteri Streptococcus mutans. Sampel fraksi daun sirih dibagi menjdi 6
konsentrasi yaitu 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml, 0,3125 mg/ml dengan
pembanding siprofloksasin. Analisa data menggunakan uji homogenitas dengan menggunakan uji
Levene/Smirnov Kolmogorof, Uji T, Anova dan Post hoc, semua analisa menggunakan program SPSS.
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa fraksi yang aktif adalah N-heksan. Fraksi N-heksan memiliki nilai
KHM 1,25 mg/ml terhadap bakteri Streptococcus mutans. Golongan senyawa aktif yang terkandung
adalah fenol. Berdasarkan hasil uji statistik siprofloksasin masih lebih efektif bila dibandingkan dengan
fraksi N-heksan terhadap bakteri Streptococcus mutans dengan p value < 0,05.
Kata Kunci : Streptococcus mutans, daun sirih (Piper betle L), penelitian eksperimen, in vitro.
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PENDAHULUAN
Kesehatan gigi dan mulut
merupakan faktor yang sangat penting untuk
diperhatikan. Bila kesehatan gigi dan mulut
diabaikan bisa menimbulkan masalah baik
pada gigi dan mulut itu sendiri maupun
kesehatan tubuh secara umum. Salah satu
bentuk kerusakan gigi adalah karies gigi.
Karies gigi atau gigi berlubang merupakan
penyakit gigi terlokalisir yang merusak
jaringan keras gigi yang terjadi karena
adanya interaksi dari beberapa faktor, yaitu
host (gigi), bakteri, substrat (diet), dan
waktu. Karies disebabkan karena
terabaikannya kebersihan rongga mulut
sehingga terjadi penumpukan plak. Plak
adalah lapisan tipis yang melekat erat
dipermukaan gigi serta mengandung
kumpulan bakteri (Beighton, 2007).
Penyakit ini tersebar di seluruh
dunia dan berdampak menimbulkan
gangguan pada tubuh, seperti gangguan
fungsi pengunyahan, penyerapan makanan,
dan pencernaan. Selain itu juga dapat
bermanifestasi menjadi penyakit sistemik
karena gigi yang berlubang dapat menjadi
sumber infeksi. Bakteri yang berperan
penting dalam pembentukan plak adalah
bakteri yang mampu membentuk
polisakarida ekstraseluler, yaitu bakteri dari
genus Streptococcus. Proses karies ditandai
dengan terjadinya demineralisasi pada
jaringan keras gigi, diikuti dengan kerusakan
bahan organiknya. Koloni Streptococcus
mutans memfermentasi sukrosa menjadi
asam. Asam yang dihasilkan dapat
mempercepat pemasakan plak yang
berakibat pada turunnya pH permukaan gigi.
Apabila pH tersebut terus turun hingga
angka kritis (5,2-5,5), maka email gigi akan
larut dan timbulah karies gigi. Hal ini akan
menyebabkan terjadinya invasi bakteri dan
kerusakan jaringan pulpa serta penyebaran
ke jaringan periapikal dan menimbulkan rasa
sakit atau nyeri (Marsh, 2005).
Streptococcus mutans merupakan
bakteri gram positif, bersifat nonmotil, dan
anaerob fakultatif yang dapat
memetabolisme karbohidrat (Fani dkk.,
2007). Streptococcus mutans pertama kali
diisolasi dari plak gigi oleh Clark pada tahun
1924. Clark menyatakan bahwa bakteri
Streptococcus mutans merupakan bakteri
utama penyebab terjadinya karies
(McCracken & Cawson, 1983).
Tumbuhan obat merupakan sumber
bahan obat tradisional yang banyak
digunakan secara turun-temurun.
Pemanfaatan bahan alam dapat dipilih
sebagai salah satu alternatif pencegahan
karies gigi. Bahan alam dimanfaatkan
karena sejak dahulu masyarakat sudah
mempercayai bahan-bahan alam yang
mampu menyembuhkan berbagai macam
penyakit. Selain itu, bahan alami herbal
menjadi pilihan alternatif karena mudah
didapat, harga relatif murah, dan  jarang
menimbulkan efek samping dibandingkan
obat-obatan yang dibuat dari bahan sintetis
(Fauzi, 2008).
Daun sirih merupakan tumbuhan
obat tradisional disekitar kita. Masyarakat
Indonesia sendiri telah mengenal daun sirih
sebagai bahan untuk menginang dengan
keyakinan bahwa daun sirih dapat
menguatkan gigi, menyembuhkan luka-luka
kecil di mulut, menghilangkan bau badan,
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menghentikan perdarahan gusi, dan sebgaai
obat kumur (Yendriwati, 2008).
Jenis-jenis sirih yang ada di
Indonesia antara lain sirih hijau, sirih merah,
sirih hitam, sirih kuning, dan sirih perak (
Reveny, 2011). Berbagai komponen utama
dari daun sirih  menunjukkan adanya efek
antiseptik, bakterisidal, dan antioksidan.
Kandungan kimianya bersifat antiseptik
karena  daun sirih  mengandung  minyak
atsiri. Daya antibakteri minyak atisiri daun
sirih disebabkan kandungan senyawa fenol
dan turunannya yang dapat mendenaturasi
protein sel bakteri. Heyne (1987)
menyebutkan, komponen utama minyak
atsiri terdiri dari fenol dan senyawa
turunannya, salah satunya adalah kavikol
yang memiliki daya bakterisida lima  kali
lebih kuat dibandingkan fenol (Hasim, 2003).
Di kawasan Asia Tenggara, Piper
betle L merupakan salah satu tanaman yang
telah dikaitkan dalam pengendalian karies,
penyakit periodontal dan mengontrol
halitosis. Beberapa bukti menunjukkan
bahwa daun sirih memiliki kemampuan
untuk meningkatkan imun tubuh seperti anti-
kanker dan anti-bakteri. Berbagai komponen
utama dari daun sirih juga menunjukkan
adanya efek antiseptik, bakterisidal, dan
antioksidan dalam daun sirih. Kandungan
kimianya bersifat antiseptik karena  daun
sirih  mengandung  minyak atsiri. Daya
antibakteri minyak atisiri daun sirih
disebabkan kandungan senyawa fenol dan
turunannya yang dapat mendenaturasi
protein sel bakteri. Heyne (1987)
menyebutkan, komponen utama minyak
atsiri terdiri dari fenol dan senyawa
turunannya, salah satunya adalah kavikol
yang memiliki daya bakterisida lima  kali
lebih kuat dibandingkan fenol (Hasim, 2003).
METODE PENELITIAN
Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental dalam bentuk in vitro.
Pembuatan ekstrak dan fraksi dilakukan di
Laboratorium Bersama FMIPA Universitas
Sriwijaya Indralaya dan uji efektivitas
antibakteri dilakukan di Balai Besar
Laboratorium Kesehatan Palembang.
Sampel penelitian menggunakan
bakteri Streptococcus mutans yang
diperoleh dari Balai Besar Laboratorium
Kesehatan Palembang. Besar sampel
penelitian ditentukan dengan menggunakan
rumus Federer yaitu: (t-1)(r-1)≥15
Pada penelitian ini kelompok
perlakuan adalah konsentrasi pelarut dalam
enam gradien konsentrasi. Untuk kontrol
positif digunakan siprofloksasin (5µg) dan
untuk kontrol negatif digunakan aquades.
Alat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah cawan petri, tabung reaksi, rak
tabung reaksi, gelas ukur, kapas lidi steril,
lampu spiritus, labu erlenmeyer, pinset, pipet
tetes, jarum ose, kertas cakram berdiameter
6 mm, kertas label, kertas saring, plat silica
gel CF254, penangas air, megnetic stirrer,
shaker, soxhlet, inkubator, jangka sorong
dengan ketelitian 0,05 mm, timbangan
analitik, autoklaf, kromatografi cair vakum
(KCV). Bahan yang digunakan adalah
bakteri Streptococcus mutans, simplisia
daun sirih (Piper betle L), metanol 96%,
aquades, blood agar base, pelarut N-
heksan, etilasetat, etanol, siprofloksasin 5
µg, bakteri Streptococcus mutans,, darah
domba, pelarut dimetilsulfoksida (DMSO)
dan H2SO4.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Ekstraksi  Daun Sirih (Piper betle L)
Tabel 1. Hasil Ekstraksi Simplisia Daun Sirih (Piper betle L)
No Berat Simplisia
(gram)
Berat Ekstrak
(gram)
Persen Berat
Ekstrak (%)
1 250 78,2 31,28
Dari tabel 1 dapat dilihat simplisia
daun sirih (Piper betle L) sebanyak 250
gram setelah dilakukan ekstraksi maka
diperoleh berat ekstrak sebanyak 78,2 gram
(31,28 %). Ekstrak yang diperoleh diuji
aktivitas antibakterinya terhadap
Streptococcus mutans dan didapatkan hasil
bahwa ekstrak daun sirih (Piper betle L)
dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans secara in vitro yang
dibuktikan dengan terbentuknya zona
hambat disekitar kertas cakram sebesar 6
mm.
Metode ekstraksi yang digunakan
adalah ekstraksi cara dingin (maserasi) yaitu
maserasi merupakan proses
pengekstraksian sederhana dengan cara
merendam simplisia daun sirih dengan
pelarut metanol sebanyak 1000 ml selama
24 jam sehingga sampel menjadi lunak dan
larut. Menurut Harborne (1987), metode
maserasi digunakan untuk mengekstrak
jaringan tanaman yang belum diketahui
kandungan senyawanya yang kemungkinan
bersifat tidak tahan panas sehingga
kerusakan komponen tersebut dapat
dihindari.
Proses yang terjadi selama ekstraksi
adalah pemisahan senyawa-senyawa dalam
simplisia keluar dari simplisia dan
melarutnya kandungan senyawa kimia oleh
pelarut keluar dari sel tanaman melalui
proses difusi dengan 3 tahapan yaitu :
penentrasi pelarut ke dalam sel tanaman
sehingga terjadi pengembangan (swelling)
sel tanaman.
Pada tahap kedua adalah proses
disolusi yaitu melarutnya kandungan
senyawa didalam pelarut, Isi sel akan  larut
karena adanya perbedaan konsentrasi
antara larutan di dalam sel dengan di luar
sel. Tahap ketiga adalah difusi dari senyawa
tanaman, keluar dari sel tanaman
(simplisia), larutan yang konsentrasinya
tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh
pelarut dengan konsentrasi rendah
B. Fraksinasi  Ekstrak Daun Sirih (Piper
betle L)
Berdasarkan hasil fraksinasi cair-cair
ekstrak daun sirih didapatkan berat fraksi
yang dapat dilihat pada tabel berikut ini :
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Tabel 2. Hasil Fraksinasi Ekstrak Daun Sirih
No Pelarut Berat Fraksi (gram) Persen berat (%)
1 N-heksan 17,5 23,33
2 Etil asetat 27,5 36,67
3 Metanol 30 40
Dari Tabel 2 dapat dilihat hasil
fraksinasi ekstrak daun sirih (Piper betle L)
dengan pelarut metanol memiliki berat yang
lebih besar yaitu 30 gram (40%)
dibandingkan dengan berat etil asetat 27,5
gram (36,67%) dan N-heksan sebesar 17,5
gram (23,33%). Berat fraksi yang didapatkan
berbeda-beda tergantung dari pelarut yang
digunakan, namun besar kecilnya
kemampuan antibakteri suatu fraksi tidak
dipengaruhi oleh berat fraksi. Fraksinasi
cair-cair bertujuan untuk memisahkan
senyawa-senyawa kimia dalam campuran
senyawa dengan menggunakan beberapa
metode pemisahan. Fraksinasi dilakukan
dengan bertahap, fraksinasi dapat dilakukan
dengan memperhatikan kepolaran pelarut
yang digunakan dengan metode cair-cair.
Berat fraksi yang didapatkan berbeda-beda
tergantung dari pelarut yang digunakan,
namun besar kecilnya kemampuan
antibakteri suatu fraksi tidak dipengaruhi
oleh berat fraksi. Metode fraksinasi ini
melibatkan distribusi suatu zat terlarut (solut)
di antara dua pelarut yang tidak bercampur.
Solut akan terdistribusi dengan sendirinya
ke dalam dua pelarut tersebut setelah
dikocok dan dibiarkan terpisah. Pelarut yang
digunakan pada fraksinasi adalah pelarut N-
heksan, etil asetat dan metanol. Pelarut-
pelarut ini mempunyai kemampuan untuk
menarik senyawa yang terdapat dalam
ekstrak secara berbeda-beda. N-heksan
adalah pelarut non polar akan melarutkan
senyawa non polar, etil asetat adalah
pelarut semi polar akan melarutkan senyawa
semi polar dan metanol adalah pelarut polar
akan melarutkan senyawa polar. (Laksono,
2012).
C. Uji Sensitifitas Bakteri Streptococcus
mutans
Bakteri Streptococcus mutans terlebih
dahulu dilakukan uji sensitivitas dengan
menggunakan kertas cakram yang
mengandung Siprofloksasin. Uji
sentivitas bakteri merupakan suatu
metode untuk menentukan tingkat
kerentanan bakteri terhadap zat
antibakteri dan untuk mengetahui
senyawa murni yang memiliki aktivitas
antibakteri.
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Tabel 3. Hasil Uji Sensitifitas Streptococcus mutans dengan Siprofloksasin
No Antibiotik Diameter Hambat (mm)
1 Siprofloksasin 20
Dari tabel 3 dapat dilihat bahwa
siprofloksasin menghasilkan diameter
hambat terhadap bakteri Streptococcus
mutans sebesar 20 mm.
Sensitivitas merupakan zona
hambat yang terjadi pada antibiotik terhadap
bakteri sedangkan resistensi merupakan
zona hambat antibiotik yang tidak terjadi
terhadap bakteri. Apabila tampak adanya
zona hambatan pertumbuhan kuman
disekeliling cakram antibiotika, maka kuman
yang diperiksa sensitif terhadap antibiotika
tersebut (Capuccino,  J.G & Sherman, N.
1992).
D. Uji Aktivitas Antibaktei fraksi Daun
sirih(Piper betle L)
Uji aktivitas antibakteri dari fraksi N-
heksan, etil asetat dan metanol air dilakukan
dengan metode difusi agar untuk
mengetahui dalam fraksi mana senyawa
aktif berada. Konsentrasi fraksi yang
digunakan adalah 10 mg/ml dengan pelarut
dimetilsulfoksida.
Tabel 4. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Fraksi N-heksan, Etil asetat dan Metanol
No Jenis Fraksi Diameter Hambat (mm)
1 Fraksi N-heksan 16
2 Fraksi Etil asetat 9
3 Fraksi Metanol air -
Dari tabel 4 dapat dilihat bahwa
fraksi N-heksan mempunyai diameter zona
hambatan terbesar terhadap Streptococcus
mutans yaitu sebesar 16 mm, fraksi
etilasetat  9 mm sedangkan fraksi methanol
dan aquades tidak mempunyai diameter
zona hambat. Berdasarkan hasil
pengukuran diameter hambat menunjukkan
bahwa fraksi N-heksan daun sirih (Piper
betle L) memiliki daya hambat kuat terhadap
bakteri Streptococcus mutans. Metode difusi
cakram adalah metode yang paling sering
digunakan dimana cara kerja difusi cakram
yaitu antibakteri fraksi yang akan diuji
diserapkan pada kertas cakram dan
ditempelkan pada media agar yang telah
dihomogenkan dengan bakteri kemudian
diinkubasi sampai terlihat zona hambat
didaerah sekitar cakram. Penentuan kriteria
ini berdasarkan Davis dan Stout (1971) yang
menyebutkan bahwa kekuatan daya
antibakteri yaitu 20 mm atau lebih berarti
sangat kuat, 10-20 mm berarti kuat, 5-10
mm berarti sedang dan 5 mm atau kurang
berarti lemah.
E. Penentuan Konsentrasi Hambat
Minimum (KHM) Fraksi N-heksan daun
sirih (Piper betle L)
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Hasil uji aktifitas antibakteri menunjukkan
bahwa fraksi N-heksan aktif terhadap
Streptococcus mutans. Dalam penelitian ini
penentuan konsentrasi hambat minimum
berdasarkan penurunan konsentrasi yang
dimulai dari 10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml,
1,25 mg/ml, 0,625 mg/ml, 0,3125 mg/ml
dengan 5 kali pengulangan. Tujuannya
untuk mengetahui jumlah terkecil zat aktif
antibakteri yang diperlukan untuk
menghambat pertumbuhan organisme yang
diuji. KHM dinyatakan sebagai konsentrasi
terendah dari zat antibakteri fraksi N-heksan
dari daun sirih (Piper betle L) yang masih
mampu menghambat pertumbuhan bakteri.
Tabel 5. Rerata diameter hambat (mm) fraksi N-heksan terhadap Streptococcus mutans
pada berbagai konsentrasi.
Konsentrasi
(mg/ml)
N Rerata + standar deviasi
diameter hambat fraksi etil asetat
10 5 16,00 ± 1,41
5 5 12,40 ± 1,14
2,5 5 10,00 ± 1,41
1,25 5 7,20 ± 1,09
0,625 5 1,40 ± 1,14
0,3125 5 0,60 ± 0,54
Dari Tabel 5 dapat dilihat bahwa
fraksi N-heksan dengan konsentrasi 10
mg/ml mempunyai diameter hambat
terbesar yaitu 16 mm terhadap bakteri
Streptococcus mutans. Zona bening
menunjukkan adanya diameter hambat pada
masing-masing konsentrasi dimana
diameter hambat dari masing-masing
konsentrasi mengalami penurunan sesuai
dengan penurunan nilai konsentrasi
sehingga dapat diketahui bahwa besarnya
konsentrasi dan diameter hambat memiliki
hubungan yang berbanding lurus satu sama
lain. Semakin besar diameter hambat maka
semakin aktif zat uji tersebut sebagai
antibakteri yang menunjukkan bahwa
semakin banyak bakteri yang dapat
dihambat pada pertumbuhannya oleh zat uji.
Pada penelitian ini konsentrasi fraksi
N-heksan yang masih menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans
adalah 1,25 mg/ml dengan diameter hambat
7,20 mm, konsentrasi ini dinyatakan sebagai
nilai KHM. Pada penelitian sebelumnya
ekstrak daun sirih dapat menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans
secara in vitro (Pratiwi, 2008). Jika dilihat
dari perbedaan konsentrasi tersebut, hal ini
dapat menunjukkan bahwa proses fraksinasi
lebih baik daya hambatnya dibandingkan
dengan proses ekstraksi, konsentrasi yang
dapat menghambat pertumbuhan jamur
JMJ, Volume 4, Nomor 2, November 2016, Hal: 140 – 155 Wilia Novita. Uji Aktivitas...
147
pada proses fraksinasi lebih kecil
dibandingkan konsentrasi yang digunakan
pada proses ekstraksi.
Perbedaan besarnya zona hambat pada
masing-masing konsentrasi dapat
diakibatkan antara lain perbedaan besar
kecilnya konsentrasi atau sedikitnya
kandungan zat aktif antimikroba yang
terkandung di dalam fraksi, kecepatan difusi
bahan antimikroba ke dalam medium,
kepekaan pertumbuhan bakteri, reaksi
antara bahan aktif dengan medium dan
temperatur inkubasi, pH lingkungan,
komponen media, waktu inkubasi, dan
aktivitas metabolik mikroorganisme (Salni,
2011).
Dari hasil pengukuran diameter
hambat tersebut fraksi N-heksan memiliki
daya hambat sedang hingga kuat terhadap
bakteri Streptococcus mutans. Menurut Volk
et al., (1993) konsentrasi senyawa
antibakteri yang terkandung dalam fraksi
akan mempengaruhi aktivitas antibakteri.
Untuk mengetahui perbandingan rata-rata
diameter hambat fraksi N-heksan daun sirih
(Piper betle L) terhadap bakteri
Streptococcus mutans pada berbagai
konsentrasi dapat dilihat pada table dibawah
ini.
Tabel 6. Perbandingan efektifitas fraksi N-heksan terhadap bakteri Streptococcus
mutans.
Konsentrasi fraksi
(mg/ml)
Konsentrasi fraksi
(mg/ml)
p value
10 5 0.025
2,5 0.001
1,25 0.000
0,625 0.000
0,3125 0.000
5 2,5 0.099
1,25 0.000
0,625 0.000
0,3125 0.000
2,5 1,25 0.052
0,625 0.001
0,3125 0.000
1,25 0,625 0.000
0,3125 0.000
0,625 0,3125 0.242
Uji t p=0,05
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Dari Tabel 6 dapat dilihat bahwa
konsentrasi N-heksan yang paling efektif
adalah konsentrasi 1,25 mg/ml. Setelah
dilakukan uji t tidak berpasangan maka
dilanjutkan dengan uji oneway anova
berdasarkan uji tersebut didapatkan
perbandingan diameter hambat fraksi N-
heksan menunjukkan ada perbedaan yang
bermakna maka dilanjutkan dengan analisis
post hoc untuk melihat perbedaan rata-rata
diameter hamabat pada masing-masing
konsentrasi dan dibandingkan dengan
siprofloksasin.
Tabel Uji 7. Kesesuaian dosis antara fraksi N-heksan dan siprofloksasin terhadap bakteri
Streptococcus mutans
Konsentrasi
(mg/ml)
Konsentrasi p value
10 5 0.000
2,5 0.000
1,25 0.000
0,625 0.000
0,3125 0.000
5* 0.021
5 2,5 0.021
1,25 0.000
0,625 0.000
0,3125 0.000
5* 0.000
2,5 1,25 0.004
0,625 0.000
0,3125 0.000
5* 0.000
1,25 0,625 0.000
0,3125 0.000
5* 0.000
0,625 0,3125 0.926
5* 0.000
0,3125 5* 0.000
Uji Post hoc p=0,05
Siprofloksasin*
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Dari tabel 7 dapat disimpulkan bahwa
siprofloksasin lebih efektif bila dibandingkan
dengan fraksi N-heksan (p value < 0,05).
Sehingga perlu dilakukan upaya untuk
meningkatkan efektivitas fraksi daun sirih,
salah satunya dengan jalan isolasi senyawa
aktif dari larutan uji. Isolasi senyawa akan
menghasilkan senyawa yang lebih spesifik
sehingga aktivitasnya akan lebih spesifik
karena tidak ada lagi senyawa-senyawa lain
yang bisa mengganggu aktivitas antibakteri
larutan uji.
F. Uji bioautografi dan penentuan
golongan senyawa
Hasil uji aktivitas antibakteri
menunjukkan bahwa fraksi aktif daun sirih
adalah fraksi N-heksan, selanjutnya
dilakukan uji bioautografi. Uji bioautografi
dilakukan untuk mengetahui golongan
senyawa dan harga Retordansi factor (Rf)
senyawa aktif antibakteri dengan
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT) plat silika gel GF254 dengan
menggunakan perbandingan eluen yang
sesuai sebagai fase gerak dan H2SO4 10%
untuk penampak bercak yang memiliki
aktivitas antijamur (Pratiwi, 2008). Pada
cawan petri yang telah berisi biakan bakteri,
bercak bahan bioaktif yang terbentuk
setelah ada pemisahan diletakkan ke dalam
cawan petri, dibiarkan menempel pada
medium adar selama 1 jam supaya bahan
bioaktif berdifusi kedalam agar. Setelah
kromatogram diangkat dari cawan petri
kemudian diinkubasi selama 24 jam seelah
24 jam dilihat zona bening yang merupakan
daerah aktif berada.
Tabel 8. Hasil Uji Bioautografi Dan Penentuan Golongan Senyawa Aktif Daun sirih
(Piperbetle L)
Jenis fraksi Eluen 8:2 Rf Warna Senyawa aktif
N-heksan N-heksan:etil asetat 0,42 Kuning muda Fenol
Terbentuknya zona bening pada uji
bioautografi pada media uji menunjukkan
hambatan pertumbuhan bakteri yang
merupakan daerah senyawa aktif. Dari tabel
8, pada fraksi aktif N-heksan terdapat
bercak kuning muda ini menunjukkan bahwa
dalam fraksi N-heksan terdapat senyawa
fenol dengan nilai Rf 0,42.
Senyawa fenol memiliki mekanisme
kerja dalam menghambat pertumbuhan
bakteri dengan cara inaktivasi protein pada
membran sel. Fenol berikatan dengan
protein melalui ikatan hidrogen sehingga
mengakibatkan struktur protein menjadi
rusak. Dimana sebagian besar struktur
dinding sel dan membran sitoplasma bakteri
mengandung protein dan lemak (Singh,
2005). Ketidakstabilan pada dinding sel dan
membran sitoplasma bakteri menyebabkan
fungsi permeabilitas selektif, fungsi
pengangkutan aktif, pengendalian susunan
protein dan sel bakteri menjadi terganggu
yang akan berakibat pada lolosnya
makromolekul dan ion dari sel sehingga sel
bakteri kehilangan bentuknya dan terjadilah
lisis (Susanti, 2008)
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Senyawa fenol sebagai antibakteri
pada konsentrasi rendah adalah dengan
merusak membran sitoplasma dan
menyebabkan kebocoran pada inti sel,
sedangkan pada konsentrasi tinggi senyawa
fenol berkoagulasi dengan protein seluler.
Aktivitas tersebut sngat efektif ketika bakteri
pada tahap pembelahan dimana lapisan
fosfolipid diseliling sel sedang dalam kondisi
sangat tipis sehingga fenol dengan mudah
merusak isi sel (Volk & Wheller, 1984)
Hal ini sejalan dengan hasil
penelitian yang dilakukan Nalina, dkk (2006)
daun sirih mengandung minyak atsiri di
mana komponen utamanya terdiri atas fenol
dan senyawa turunannya seperti kavikol,
kavibetol, karvakol, eugenol, dan
allilpyrocatekol. Selain minyak atsiri, daun
sirih juga mengandung karoten, tiamin,
riboflavin, asam nikotinat, vitamin C, tanin,
gula, pati, dan asam amino.
Minyak atsiri menghambat
biosintesa protein dan asam nukleat,
gangguan pada pembentukan protein dan
asam nukleat akan menyebabkan
kerusakan total pada sel. Menurut
Siswandono dan Bambang, turunan fenol
berinteraksi dengan sel bakteri melalui
proses absorbsi yang melibatkan ikatan
hidrogen. Pada konsentrasi tertentu
terbentuk kompleks protein fenol ke dalam
sel bakteri dan menyebabkan koagulasi
protein membrane sehingga membrane sel
bakteri menjadi lisis, selain itu dapat juga
menyebabkan timbulnya kebocoran
konstituen sel yang essensial sehingga sel
bakteri mengalami kematian (Pratiwi, 2008).
Mekanisme fenol sebagai agen anti bakteri
berperan sebagai toksin dalam protoplasma,
merusak dan menembus dinding serta
mengendapkan protein sel bakteri. Fenol
dapat menyebabkan kerusakan pada sel
bakteri, denaturasi protein, menginaktifkan
enzim dan menyebabkan kebocoran sel
(Hariana, 2007).
Bakteri gram positif memiliki dinding
sel dengan peptidoglikan  lebih banyak,
sedikit lipid dan dinding sel mengandung
polisakarida. Ikatan peptidoglikan ini secara
mekanis membei kekuatan pada sel bakteri.
Senyawa fenol mampu memutuskan ikatan
peptidoglikan saat menerobos dinding sel
(Dewi, 2010). Peptidoglikan merupakan
lapisan esensial bagi keberlangsungan
hidup bakteri pada lingkungan hipotonis.
Kerusakan lapisan ini mengakibatkan
kekakuan diding sel bakteri, sehingga
menyebabkan kematian. Corn and Stumpf
1976 dalam Rahayu (2009) menyatakan
bahwa dinding sel bakteri gram positif akan
bermuatan negatif sebagai akibat dari
ionisasi gugus fosfat dari polisakarida pada
dinding struktur dinding selnya. Senyawa
fenol pada pH rendah akan bermuatan
positif, sehingga fenol tidak akan terionisasi.
Perbedaaan muatan ini menyebabkan
terjadinya tarik menarik antara fenol dengan
dinding sel, sehingga fenol secara
keseluruhan akan lebih melekat atau
melewati dinding sel bakteri gram positif.
KESIMPULAN
1. Terdapat perbedaan efektivitas
antibakteri fraksi daun sirih (Piper betle
L) dengan siprofloksasin terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus
mutans.
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2. Fraksi daun sirih (Piper betle L)
yang memiliki aktivitas tertinggi
terhadap  pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans adalah fraksi N-
heksan.
3. Nilai konsentrasi hambat minimum
(KHM) dari fraksi aktif daun sirih (Piper
betle L) adalah pada konsentrasi 1,25
mg/ml.
4. Golongan senyawa yang
mempunyai aktivitas sebagai
antibakteri Streptococcus mutans
adalah fenol.
5. Siprofloksasin (5µg) masih lebih
efektif bila dibandingkan dengan fraksi
aktif daun sirih (Piper betle L) 1,25
mg/ml dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus
mutans.
Saran
1. Penelitian mengenai isolasi senyawa
aktif yang akan menghasilkan senyawa
yang lebih efektif.
2. Sebaiknya dilakukan pengujian lebih
lanjut mengenai kesetaraan dosis antibakteri
dengan konsentrasi dari fraksi daun sirirh
(Piper betle L).
3. Sebaiknya dilakukan pengujian lebih
lanjut toksisitas fraksi dan senyawa murni
daun sirih (Piper betle L) yang diperoleh
terhadap hewan percobaan secara in vivo
dan dilanjutkan dengan pengujian secara
klinis.
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